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(57)Resumen: 

Desarrollo de nanoparticulas a base dejjoh'meros hi- 
drofilicos. Las nanoparticulas (de tamano nanometri- 
co y caracter hidrofiTico), tambien denominadas na- 
nosferas o latexes, son sistemas coloidales formados 
por la combinacion de dos polimeros de naturaleza 
nidrofilica. Los polimeros son el quitosano (un ami- 
nopolisacarido) y el poloxamer (un copolfmero del 
oxido de etileno y del oxido de propileno). El pro- 
cedimiento de obtencion transcurre en fase acuosa 
sin necesidad de utilizar disolventes organicos ni sus- 
tancias auxiliares de naturaleza toxica. Las nanopar- 
ticulas tienen aplicacion como formas farmaceuticas 
(para la administracion in vivo de ingredientes acti- 
vos) debido a la capacidad para retener en su interior 
medicamentos y protein as. 




Figura 1 
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DESCRIPCION 

Desarrollo de nanoparticulas a base de poh'me- 
ros hidrofilicos, para su aplicaciou como nuevas 
formas farmaceuticas, cuyos componentes princi- 
pales son dos polimeros hidrofflicos, uno el qui- 
tosano (dotado de carga positiva) y otro el polo 
xamer (de caracter no ionico y propiedades ten- 
soactivas). La carga electrica de las nanoparti- 
culas coloidales puede oscilar desde un valor po- 
sitivo hasta un valor proximo a la neutralidad, 
dependiendo de la proporcion relativa de ambos 
polimeros. 

El quitosano (polimero de origen natural) 
que presenta estructura aminopolisacan'dica y 
caracter cationico, se obtiene mediante un pro- 
ceso de deacetilacion de la quitina (molecula que 
se extrae del caparazon de los crustaceos). El qui- 
tosano se comercializa con diferentes pesos mole- 
culares y distinto grado de deacetilacion bajo la 
forma de base o sal (clorhidrato o glutamato de 
quitosano). 

El poloxamer (un copoh'mero sintetico de 
oxido de etileno y oxido de propileno) presenta 
un caracter no ionico y esta dotado de propieda- 
des tensoactivas. El poloxamer (Pluronic F68, 
Synperonic F68) se comercializa por diferentes 
compam'as con distintos pesos moleculares y di- 
ferente proporcion de grupos etileno y propileno. 
Su utilizacion en la preparacion de sistemas coloi- 
dales inyectables, principalmente la variedad que 
contiene un 80% de oxido de etileno, es frecuente 
debido a su ausencia de toxicidad. 

Las nanoparticulas de quitosano-poloxamer 
pueden llevar incorporados medicamentos y/o 
macromoleculas proteicas. El rendimiento de aso- 
ciacion es dependiente de la composicion del sis- 
tema frelacion de ambos polimeros) y de las pro- 
piedaaes fisicoqui'micas de la molecula que se pre- 
tende asociar. En consecuencia sirven como for- 
mas de administracion de las citadas moleculas. 

Estas nuevas nanoparticulas se preparan se- 
giin un procedimiento extremadamente sencillo 
en el que no se requiere la utilizacion de disol- 
ventes organicos ni condiciones extremas de pH 
ni sustancias auxiliares de naturaleza toxica. La 
formacion de las nanoparticulas tiene lugar de- 
bido a un proceso de precipitacion conjunta del 
quitosano y del poloxamer en forma de nanoagre- 
gados polimericos, causado por la adicion de un 
agente de caracter basico como es el tripolifosfato. 

El procedimiento de elaboracion de los sis- 
temas coloidales propuesto es diferente de otros 
procedimientos basados en la interaction ionica 
de dos macromoleculas hidrofilicas, como es 
el metodo de coacervacion compleja (T. Taka- 
hashi, K. Takayama, Y. Machida and N. Nagai, 
"Chitosan-Alginate complex coacervate capsu- 
les: Effects of calcium chloride, Plasticizers, and 
polyelectroliteson mechanical stability", Biotech- 
nology Progress, 4, 76-81 (1988)) o el metodo de 
complejacion ionica (M. M. Daly and D. Knoor, 
"Characteristics of polyion complexes of chitosan 
with sodium alginate and sodium polyacrylate", 
Int. J. Pharm. 61, 35-41 (1990)); estos metodos 
permiten, en el primer caso. la formacion de mi- 
crocapsules y en el segundo la obtencion de solu- 
ciones de complejos, siendo en ambos casos ne- 



cesaria la interaccion de dos especies de carga 
opuesta. Sin embargo, en las nanoparticulas pro- 
puestas uno de los componentes, el poloxamer, ca- 
rece de carga ionica. Ademas la precipitacion con- 
5 junta de ambos polimeros no ocurre tras su puesta 
en contacto sino que se produce tras la incorpo- 
racion al medio de un agente inductor de la reti- 
culacion y precipitacion del quitosano. Por otro 
lado, una diferencia fundamental entre el proce- 

io dimiento propuesto y cualquiera de los procedi- 
mientos previamente patentados de coacervacion 
compleja radica en la formacion de parti'culas con 
un tarnano submicroscopico (inferior a 1 /im). 
Es de destacar el in teres actual de las na- 

15 noparti'culas hidrofilicas, como lo demuestra la 
abundante literatura existente en este campo. 
Ciertamente, se han publicado numerosos traba- 
jos que describen diversos metodos de elaboracion 
de nanoparticulas a base de macromoleculas de 

20 origen natural como son las proteinas albumina 
(W. Lin, A. G. A. Coombes, M. C. Garnett, M. 
C. Davies, E. Stacht, S. S. Davis and L. Ilium, 
"Preparation of sterically stabilized human serum 
albumin nanospheres using a novel dextranox- 

25 MPEG crosslinking agent", Pharm. Res., 11, 
(1994)) y gelatina (H. J. Watzke and C. Dies- 
chbourg, "Novel silica-biopolymer nanocomposi- 
tes: the silica sol-gel process in biopolymer or- 

fanogels", Adv. Colloid Interface Set., 50, 1-14 
1994)) y polisacaridos como el alginato (M. Ra- 
jaonarivony, C. Vauthier, G. Couarrage, F. Pui- 
sieux and P. Couvreur, "Development of a new 
drug carrier made from alginate", J. Pharm. 5ci., 
82, 912-917 (1993)). Sin embargo, la mayona 
35 de esos metodos requieren el uso de disolven- 
tes organicos, aceites, elevadas temperaturas y 
agentes reticulantes, aspectos que limitan enor- 
memente la explotacion de esos sistemas. Den- 
tro de estos metodos, el mas inocuo ha sido el 
40 propuesto para la elaboracion de nanoparticulas 
de alginato, basado en un proceso de gelificacion 
ionica en presencia de calcio y posterior endure- 
cimientoen presencia del polielectrolito cationico 
poli-L-lisina. Estas nanoparticulas presentan sin 
45 embargo los problemas relativos a la toxicidad sis- 
temica y elevado coste de la poli-L-lisina, 

Por otro lado, una reciente alternativa en el 
desarrollo de nanoparticulas hidrofilicas ha con- 
sistido en el recubrimiento de nanoparticulas de 
50 poliacido lactico con copoh'meros del oxido de eti- 
leno y oxido de propileno en base a un proceso 
de adsorcion (A. G. A. Combes, P. D. Scholes, 
M. C. Davies, L. Ilium and S. S. Davis "Resor- 
bable polymeric microspheres for drug delivery- 
55 production and simoultanous surface modifica- 
tion using PEO-PPO surfactants", Biomaterials, 
15, 673-680 (1994)) o bien a la elaboracion de 
nanoparticulas a base de copoh'meros de acido 
lactico y del polioxietileno (R. Gref, Y. Mi- 
60 nimitake, M. T. Peracchia, V. Trubetskoy, V. 
Torchilin and R. Langer, "Biodegradable long- 
circulating polymeric nanospheres", Science, 263, 
1600 (1994)). 

Sin embargo, los inconvenientes asociados a 
65 los sistemas ya descritos se centran en el he- 
cho de que la proporcion en la que el polimero 
hidrofilico (polioxietileno) se encuentra presente 
en estos sistemas es minima con respecto a la 
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correspondiente al polimero base formador de 
la nanoparticula, normalmente poliacido lactico. 
Ademas para la elaboracion de todos estos siste- 
mas se requiere, como para los mencionados ante- 
riormente, la utilizacion de disolventes organicos 
de naturaleza toxica. 

A pesar del esfuerzo por parte de numerosos 
investigadores en el desarrollo de nanoparticulas 
hidrofilicas, en la bibliografia y revision de pa- 
tentes no se ha encontrado referencia alguna a la 
formacion de nanoparticulas cuyos componentes 
mayoritarios sean el quitosano y el poloxamer. 

Con la presente invencion se resuelven los pro- 
blema planteados en los desarrollos precedentes 
consiguiendo la formacion de nanoparticulas de 
extremado caracter hidrofilico y composicion ori- 
ginal mediante un procedimiento sencillo e in- 
mediato, en el que no intervienen ingredientes 
toxicos. Los componentes mayoritarios son dos 
poh'meros hidrofilicos, en particular el quitosano 
y el poloxamer. La proporcion de ambos compo- 
nentes puede ser muy variable, pudiendo ser la 
proporcion de uno de ellos 50 veces superior a la 
del otro. 

Los sistemas coloidales o nanoparticulas pro- 
puestos presentan numerosas ventajas sobre otros 
previamente descritos en trabajos publicados no 
unicamente desde un punto de vista preparativo 
o tecnologico, sino tambien desde la optica de 
su interes como vehiculos o sistemas transporta- 
dores de medicamentos administrables por todas 
las vias de administracion actualmente concebi- 
das. Las ventajas mas relevantes incluyen: (1) el 
procedimiento de preparacion es sencillo y no re- 
quiere la utilizacion de ingredientes toxicos para 
el organismo tales como disolventes organicos y 
aceites, (2) las propiedades fisicoquimicas de es- 
tos sistemas, en concreto su tamano, hidrofilia y 
carga superficial, son modulables en funcion de la 
relacion de poloxamer/quitosano, (3) dichos sis- 
temas pueden incluir en su estructura principios 
activos y/o macromoleculas de tipo proteico, y 
(4) dichos sistemas pueden actuar como vehiculos 
transportadores de medicamentos despues de su 
administracion in vivo por diferentes vias. 

Dentro de las vias para las que estos sistemas 
ofrecen interes destacan, por un lado, aquellas que 
conllevan el contacto del sistema con una superfi- 
cie epitelial tales como la via oral, transdermica, 
ocular, nasal y vaginal, y por otro lado, aquellas 
que llevan asociada una inyeccion. En el primer 
caso, el contacto de estas particulas coloidales con 
el epitelio podra verse favorecido dotando a las 
particulas de una importante carga positiva, lo 
que favorecera su interaccion con las citadas su- 
perficies mucosas cargadas negativamente. En el 
segundo caso, mas en concreto para la adminis- 
tracion intravenosa, estos sistemas ofrecen la po- 
sibilidad de modular la distribucion in vivo de los 
farmacos o moleculas activas que llevan asociadas. 

Asi pues en la invencion proveemos nuevos 
sistemas coloidales de interes en terapeutica y 
cosmetica. Estos sistemas constituidos por una 
suspension de nanoparticulas pueden presentarse 
bajo una forma liquida de viscosidad variable. 
Las nanoparticulas estan constituidas a base de 
los poh'meros poloxamer y quitosano (este en 
forma base o sal). La proporcion de ambos poh'- 



meros puede variar desde 1:1 hasta 1:50 (relacion 
p/p quitosano/poloxamer). 

A pesar ae que es posible obtener nano- 
particulas formadas unicamente a base de quito- 
sano, simplemente bajo la incorporacion de io- 
nes negativos (como es el tripolifosfato) al medio 
acuoso acido en el que se disuelve el quitosano, es- 
tas nanoparticulas son irregulares. Por otro lado, 
la inclusion del polimero poloxamer en el sistema 
permite modular las caracten'sticas de las nano- 
particulas en terminos de tamano de particula, 
potencial Z e hidrofilia, (como se puede observar 
en la Tabla 1). 

Estos sistemas permiten la inclusion en su es- 
tructura de ingredientes activos de diferente na- 
turaleza, siendo especialmente adecuados para 
la asociacion de ingredientes hidrofilicos. Este 
aspecto ofrece extraordinario interes si tenemos 
en cuenta que la mayor parte de los sistemas 
coloidales patentados en la actualidad permiten 
unicamente la encapsulacion de medicamentos y 
otros ingredientes de caracter lipofflico. 

Como ingrediente activo se entiende aquel 
para el que se disena la formulacion, es decir aquel 
que ha de desempanar una determinada funcion 
tras su administracion a un organismo vivo. La 
funcion puede ser la de combatir, paliar o prevenir 
una enfermedad (vacunas, vitaminas....), mejorar 
el aspecto fisico y estetico (hidratacion de la piel, 
prevencion o facilitacion de la caida del cabello) 
y similares. 

Los sistemas coloidales cuya preparacion des- 
cribimos se caracterizan por presentar un tamano 
de particula inferior a 1 jim, por lo que se de- 
nominan nanoparticulas. Se ha observado que 
las condiciones bajo las cuales se obtienen estas 
nanoparticulas, en particular la concentracion de 
quitosano requerida para su formacion, es depen- 
diente del peso molecular del mismo y de la forma 
base o sal en la que se encuentre dicho polimero. 
Por otro lado, el tamano de las particulas es alta- 
mente dependiente de la concentracion de quito- 
sano en el medio acuoso en el que se desarrollan 
las nanoparticulas, de hecho para concentracio- 
nes demasiado bajas (inferiores a 0,01% en fase 
acuosa) o demasiado elevadas (superiores a 0,5% 
en fase acuosa) se obtiene unicamente una so- 
lucion o grandes particulas de elevado tamano 
(superior a 1 /im), respectivamente. Ademas el 
tamano de las nanoparticulas se encuentra alta- 
mente influenciado por la concentracion de polo- 
xamer, con el que interacciona el quitosano. Por 
ejemplo, segun se refleja en la Tabla 1, al variar la 
concentracion de poloxamer desde un 0,5% hasta 
un 10% se produce un incremento apreciable del 
tamano de particula ( desde 275 nm hasta 685 nm) 
y una reduccion en el valor de potencial Z. 

Utilizando la albumina como proteina modelo, 
se ha puesto de manifiesto un elevado rendimiento 
de asociacion de dicha mole'cula a las nano- 
particulas de poloxamer-quitosano, observandose 
que dicho rendimiento es dependiente de la con- 
centracion de la albumina en el medio acuoso en 
el que se desarrollan las nanoparticulas (Tabla 
2). Igualmente se ha observado que la inclusion 
de la albumina en las citadas nanoparticulas no 
conduce a modificaciones importantes ni en el 
tamano de particula ni en el potencial Z. 
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En cuanto a la estructura interna de estas na- 
noparticulas, estudios de microscopia electronica 
sugieren la formacion de un entramado polimerico 
mas o menos compacto, dependiendo de la pro- 
portion en la que se encuentra el poloxamer. La 
Figura 1 es una microfotografia tomada en el mi- 
croscopio electronico de t ransmision que nniestra 
el aspecto de las nanoparticulas compuestas de 
quitosanopoloxamer; amplification: 42 K. 

El procedimiento original permite preparar 
una nueva composition farmaceutica, derma- 
tologica o cosmetologica que puede ser utilizada 
para la administracion de ingredientes activos por 
diferentes vias, incluyendo topica, oral, nasal, 
pulmonar, vaginal, ocular, subcutanea, intramus- 
cular e intravenosa. 

Apareceran otras finalidades, caracteristicas y 
ventajas de la invencion a la luz de la description 
explicativa que sigue en la que se muestran ejem- 
plos, simplemente a ti'tulo ilustrativo y que en 
modo alguno pretenden limitar el alcance de la 
invencion. 
Ejemplo 1 

Preparacion de nanoparticulas de quitosano 

Se preparo una suspension de nanoparticulas 
de la siguiente composicion (% p/p): 

Quitosano 0,14% 
Tripolifosfato 0,02% 
Agua hasta 100% 

La preparacion se llevo a cabo del modo si- 
guiente: 

Se prepararon 25 ml de una solucion acuosa 
acida (acido acetico 0,05 M) de quitosano al 0,2 % 
(p/v) ajustandola a pH 5. A continuacion a di- 
cha solucion se incorporaron 10 ml de la solucion 
de tripolifosfato (0,1 %) bajo agitacion magnetica 
a 100 rpm. La suspension se mantuvo bajo agi- 
tacion continua durante 30 minutos. 

Una vez obtenidas las nanoparticulas se deter- 
mino su tamano de parti'cula y potencial Z, obte- 
niendo unos valores para los citados parametros 
275 nm y 44 mV, respectivamente. 
Ejemplo 2 

Preparacion de nanoparttculas de poloxamer 188 
-quitosano en proporcidn 5/1 (p/p). 

Se preparo una formulacion similar a la des- 
critaen el ejemplo 1 pero conteniendo poloxamer 
188. El procedimiento fue identico al descrito an- 
teriormente habiendo incorporado el poloxamer a 
la solucion de quitosano. 

Quitosano 0,14% 

Poloxamer 188 0,70% 

Tripolifosfato 0,02% 

Agua hasta 100% 
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Los resultados de tamano de parti'cula y po- 
tencial Z fueron 300 nm y 40,5 mV. 
Ejemplo 3 

Preparacion de nanoparticulas con una propor- 
cidn poloxamer 188/quitosano 25/1 (p/p) 

Se preparo una formulacion similar a la des- 
crita en el ejemplo 2 pero conteniendo una canti- 
dad 5 veces superior de poloxamer 188. El proce- 
dimiento fue identico al descrito anteriormente. 

Quitosano 0,14% 

Poloxamer 188 3,50% 

Tripolifosfato 0,02%, 

Agua hasta 100% 



Los resultados de tamano de particula y po- 
tencial Z fueron 430 nm y 27,99 mV. 
Ejemplo 4 

Preparacion de nanoparticulas con una propor- 
20 cion poloxamer 188/quitosano 50/1 (p/p) 

Se prepare una formulacion similar a la des- 
crita en el ejemplo 2 pero conteniendo una canti- 
dad 10 veces superior de poloxamer 188. El pro- 
cedimiento fue identico al descrito anteriormente. 

25 M 

Quitosano 0,14% 

Poloxamer 188 7,00% 

Tripolifosfato 0,02% 

Agua hasta 100% 

Los resultados de tamano de parti'cula y po- 
tencial Z fueron 685 nm y 17,89 mV. 
Ejemplo 5 

Preparacion de nanoparticulas de quitosano -polo- 
35 xamer cargadas de albumina 

Se preparo una formulacion similar a la des- 
crita en el ejemplo 2 pero introduciendo en el sis- 
tema albumina del suero bovino como molecula 
modelo. El procedimiento fue identico al descrito 



anteriormente. 



Quitosano 
Poloxamer 188 
Albumina 
Tripolifosfato 
Agua 



0,14 % 
0,70 % 
0,14 % 
0,10 % 
hasta 100% 



Los resultados de tamano de parti'cula y po- 
tencial Z fueron 368 nm y 46 mV. El porcentaje 
de albumina asociada al quitosano fue del 21%, 
lo cual representa un 21,6 % con respecto a la can- 
tidad de quitosano. 

Los valores de tamano de parti'cula y potencial 
Z obtenidos para relaciones de poloxamer/quito- 
sano intermedios se reflejan en la Tabla 1. 
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TABLA 1 



Quitosano/Poloxa- 


Tamario 


Potencial Z 


mer 188 (p/p) 


(nm)* 


(mV)# 


1/0 


275 


43,96 


1/2,5 


283 


41,24 


1/5 


300 


40,54 


125 


430 


27,99 


150 


685 


17,89 



* Determinado por espectroscopia de correlacion 
fotonica 

# Determinado por dispersion de rayos laser 

Los resultados de rendimiento de asociacion 
de la albumina a las nanoparticulas de la compo- 
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sicion anterior se reflejan en la Tabla 2. 



TABLA 2 



Quitosano/ 


Tamano 


Potencial Z 


% Aso- 


Albumina 


(nm*) 


(mV)# 


ciado 


(p/p) 








10/1 


402 ± 24 


43 ± 3 


80 


4/1 


359 ± 35 


45 ± 1 


43 


2/1 


375 ± 26 


45 ± 1 


26 


1/1 


368 ± 72 


46 ± 2 


21 



* Determinado por espectroscopia de correlacion 
fotonica 

# Determinado por dispersion de rayos laser 
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REIVINDICACIONES 

1. Desarrollo de nanoparticulas a base de poll'- 
meros hidrofilicos, parasu aplicacion como nuevas 
formas farmace'uticas, cuyos componentes princi- 
pales son dos poh'meros hidrofflicos, un aminopo- 
lisacarido y un derivado polioxietilenado, ambos 
de naturaleza no toxica. Caracterizados por su 
tamano nanometrico (tamano inferior a 1 /im), su 
potencial Z positivo y su capacidad para incorpo- 
rar ingredientes activos y protemas. 

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque el aminopolisacarido es el 
quitosano o cualquiera de sus derivados, en par- 
ticular sales o esteres. 

3. Procedimiento segiin la reivindicacion 1, 
caracterizado porque el derivado polioxietile- 
nado es un copolimero del oxido de etileno y 
oxido de propileno, concretamente el poloxamer 
188 (Pluronic F68, Synperonic F68). 

4. Procedimiento segiin las reivindicaciones 1 
a 3, caracterizado porque la concentracion de 
quitosano con respecto a la fase acuosa total es 
de 0,05% a 0,20% (p/p) dependiendo del peso 
molecular del quitosano y de su forma base, sal o 
ester, 

5. Procedimiento segun las reivindicaciones 
1 a 4, caracterizado porque la concentracion 



de poloxamer con respecto a la fase acuosa total 
puede oscilar entre 0,5% y 7% (p/p), represen- 
tando asi el componente mayoritario del sistema. 

6. Procedimiento segun las reivindicaciones 
1 a 5, caracterizado porque se introduce en 
la composicion del sistema un ingrediente ac- 
tivo complementario, en particular la atburnina 
de suero bovino. 

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, 
caracterizado porque se introduce la albumina 
de suero bovino a concentraciones variables entre 
0,014% y 0,14% con respecto a la composicion 
total del sistema. 

8. Procedimiento de obtencion de una compo- 
sicion segun las reivindicaciones 1 a 7, caracteri- 
zado porque dicha composicion se prepara bajo 
una forma apropiada para su aplicacion por via 
oral, nasal, vaginal, pulmonar y topica, presen- 
tando las particulas una elevada carga positiva 
que facilita su interaccion con epitelios y muco- 
sas. 

9. Procedimiento de obtencion de una com- 
posicion segun las reivindicaciones de 1 a 7, ca- 
racterizado porque dicha composicion se pre- 
para bajo una forma apropiada para su aplicacion 
por via parenteral, presentando dichas particulas 
un elevado contenido en poloxamer y una carga 
electrica proxima a la neutralidad. 
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de presentacion de la solicitud 


El presente informe ha sido reatizado 

1 x 1 P ara todas la s reivindicaciones Q para las reivindicaciones n°: 


Fecha de realization del informe 

13.03.97 


Examinador 

A. Maauedano Herrero 


Pigina 

1 /i ! 
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